(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLlfiE EN VEBTU DU TRATTt DE COOPERATION 
EN MATlfcREDE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriety 
Intellect elle 
Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
30 aofit 2001 (30.08 3001) 




ill 



PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 01/62909 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C12N 15/11, A61K 31/7088, 39/39 // A61P 37/04 



(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR01/D0349 



(22) Date de depOt international : 7 fevrier 2001 (07.02.2001) 

(25) Langue de depflt : 

(26) Langue de publication : 



(30) Dcranees relatives a b priority : 

00/02057 18 fevrier 2000 (18.02J2000) PR 

(71) Itepasantf^tousles&atsdesigniss^ 

US PASTEUR [FR/FR]; 2, avenue pent Pasteur, F-69007 
Lyon (FRX 

(72) Inventenn; et 

(75) Inventenrs/D£posants (pour US aeukment) : RACHY, 
Moniqne [FR/FR]; Domains de la Roche, F-69440 Saint 
Mautice/Dargorre (PR). SODOYER, Regis [FR/FR]; 5. 
me dn Brulet, F-691 10 Saime-Foy-lfes-Lyon (FR). TRAN- 

; NOY, Emanuefle [FR/FR]; 26c, rue des Soeors Bouvier, 

j F-69005LyonCFR). 



(74) Mandatalres : KERNEIS, Daniele etc; Aventis Pasteur, 
Direction de la PropriAe* Tnfftnflmirfle, 2, avenue pont Eas- 
tern, F-69007 Lyon (FR). 

(81) feats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA. BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, 
DK,DM,DZ,EE,ES f n,GB,GD,Cffi,GH,GM,HR,HU, 
ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, 
LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN.MW, MX, MZ, NO, 
NZ, PL, FT, RO, RU, SD, SB, S G, SL SK, SL, TX, TM, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) feats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KB, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet enrasten 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 17, TM), brevet enropeen 
(AT, BE. CH, CY, DE, DK, ES , FI, FR, GB t GR, IB, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE, TRX brevet OAPI (BF, BJ, CP, CO, O, 
CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, SN, TO. TG). 

Fobliee: 

— avec rapport de recherche internationale 

— avant I 'expiration dn dilai prevu pour la modification des 
revendicatUms, sera repuhliie si des modifications sent 
reeves 

Encequt concerne les codes d deux lettm et autres abrivia- 
tioiu, se riferer owe "Nates explicative* relatives aux codes et 
dbrevlations* figurant an debut de cheque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: IMMUNOSTIMULATORY OLIGONUCLEOTIDES 

<J (54) Thre : OUGONUCLEOTIDES IMMUNOSTIMULANTS 
ON 

ON that itcomr^isesatleastariucleotid^ GAGAAITCnTIACXnTriAr3\ wherekT represents 

53 Tnynri^ A Adenine, CCyst^^ 

unnietbyiated* 

2^ Said nH ffTnp^ ipftHjfo is particularly useful as vaccine adjuvant 



(57) Abr£g£ : L'invenrion concemenn oligonucleotide capable de sunnier des cellules hmnAfa«i du systemeimmmilaire, caracte^ 
Q risd en ce qu'fl comprend an mains nne sftpience cmcleotidique ayant la fommle suivante: 5* GAGAATTCTnACCTITIAri*, dans 
^ laouelle T signnle Thymine, A Adenine, C Cytosine, et G Guanine, et en ce cn'il est depourvu de dfn«^^^ CG Hpn T lequel la 
^ Cytosine C n'est pas mdthylec. Un tel oiigorfludeotide tronve nne appticntion rmrticnlifere ment fatf^ CTnt* e nmme adjuvant vp^r-fa^ 



BEST AVAILABLE COPY 



WO 01/62909 



-1 



PCT/FR01/0034? 



OLIGONUCLEOTIDES IMMUNOSTIMULANTS 

La pr6sente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particuli&rement, invention conceme des oligonucleotides capables de stimuler des 
5 cellules humaines intervenant dans le systeme immunitaire, et & leur utilisation comme 
adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre ^oligonucleotides ont d6j£ 6t6 decrits dans I'art anterieur, en 
relation avec leurs propri6t6s immunostimulantes. Ainsi, la demande EP 0 468 520 
10 d&crit des polynucleotides immunostimulants constitu6s par un simple brin d'ADN 
Iin6aire comprenant de 10 & 100 nucleotides s'enchaTnant selon tine sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02 555, I'activite immunostimulatrice <foligonucl6otides est 
is liee a la presence d'une sequence dinucteotique 5' CG 3\ dans iaquelle C n'est pas 
methylee, I'activite fmmunostimulante §tant plus forte si le motif CG est precdd6 en 5' 
du dinucieotide GA et / ou suivi en 3 1 du dinucieotide TC ou encore TT. 

Au contraire, selon la demande de brevet WO 98/52 962, il n'est pas necessaire que 
20 la sequence de roligonucI6otide soit un palindrome, ni qu'elle comprenne le 
dinucieotide CG ; en effet, les 3 nucleotides decrits dans cette demande pour une 
utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal ont les sequences suivantes : 5' GACGTT 3', 
5' GAGCTT 3\ ainsi que 5 1 TCCGGA 3'. 

25 Selon le brevet US 5,663,153, I'activite immunostimulante d'oligonucieotides n'est pas 
liee £ la sequence des nucleotides, mats a la nature de la liaison entre nucleotides, la 
pr § sence tfau moins une liaison phosphorothioate permettant d'induire une reponse 

locale du systeme immunitaire. 

,/ 

30 La plupart des tests de Tart anterieur pour evaluer I'activite immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sont effectues soit in vitro sur des cellules animales 
(essentieliement des cellules murines), soit in vivo sur des souris. Cependant, les 
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differences existant entire te systems immunitaire de la souris et celui de I'Stre humain, 
ont conduit £ des differences entre les rtsultats obtenus sur des cellules murines et 
ceux obtenus sur des cellules humaines. * 
Or rindustrie pharmaceutique a un grand besoln d'immunostimulants pouvant fetre 
adminisWs £ I'homme, notamment dans le domaine des vaccins. 

La pr6sente invention a done pour but de proposer des oligonucleotides capables de 
stimuler des cellules du systdme immunitaire de I'&tre humain. 

Pour atteindre ce but, I'invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
des cellules humaines du s/steme immunitaire caract6ris6 en ce qu'il comprend au 
moins une sequence 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' dans laqueite 
T est la Thymine, A est I'Adenine, C est la Cytosine, et G la Guanine, et en ce qu'il est 
ddpourvu de dinucieotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m§thylie. 

Selon une caract£ristique de I'invention, ^oligonucleotide comprend de 15 £ 100: 
nucleotides. 

Selon une autre caracteristique, roligonucieotide selon I'invention est capable 
d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

Selon une autre caracteristique, Poligonucl6otide selon I'invention est capable 
d'accroltre I'expression des marqueurs d'activation CD25, CD69 et CD86 sur les 
lymphocytes B humains. 

^invention concerne 6galement rutilisation d'un tel oligonucleotide pour la fabrication 
d'un m§dicamenL 

Linvention a 6galement pour objet un adjuvant vaccinal caract6ris6 en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systdme immunitaire possedant au moins une sequence 
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5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T est la Thymine, A est 
I'Adenine, C est ia Cytosine, et G la Guanine, .et en ce qt/il est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas methylee. 
L'invention a egalement pour objet une composition vacclnale a usage humain 
5 comprenant au moins un antigene vaccinal caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stlmuler des cellules humaines du 
systems immunitaire possedant au moins une sequence 

5' GAGMTTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T est la Thymine, A est 
I'Adenine, C est la Cytosine, et G la Guanine, et en ce qu'il est depourvu de 
10 dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C he serait pas methylee . 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va suivre, 
en reference aux figures 1 et 2 qui illustrent les resultats obtenus lors des tests decrits 
aux exemples 1 et 2. 

15 

Par oligonucleotide au sens de la presente invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 15 nucleotides. La limite superieure de la taille des 
oligonucleotides n'est pas vraiment determinee. On peut cependant noter que, plus 
I'oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer lors des etapes 

20 de synthese , et plus le prix de revient en sera eleve. D'autre part, il est probable qu"un 
oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 
cellules. Aussi, pour les besolns de la presente invention, on considere qu'une 
limitation de la taille de ioligonucleotide a 100 nucleotides est appropriee. Cet 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir tfun 

25 oligodesoxyribonucleotide ou rfun oligoribonucleotide. On a obtenu de 
particulierement bons r6sultats en utilisant un oligodesoxyribonucleotide. Les 
oligonucleotides convenant aux fins de l'invention peuvent se presenter sous forme de 
phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous forme de phosphorothioates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorothioates.. Les oligonucleotides 

30 phosphorothioates sont ceux preferes. 
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[.'oligonucleotide selon I'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systdme immunttaire, teiles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, ies monocytes 
et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appr6a6e notamment par la 
lymphoprolifdration ou par I'expression de marqueurs d'activation, teis que les 

5 marqueurs CD25 , CD69 et CD86 sur les lymphocytes B. II est possible de 
$6lectionner les oligonucleotides d ! int6r§t au moyen de tests differents de ceux 
proposes dans la prdsente demands, a condition cependant qu*il s'agisse de tests 
6valuant la capacity de stimulation de cellules humaines, et non pas comme dans la 
plupart des documents de I'artanterieur, de tests evaluant la capacity de la stimulation 

10 da cellules murines. II serait notamment possible de tester I'expression cfautres 
marqueurs d'activation des lymphocytes, ou I'expression de marqueurs de proliferation 
tels que le marqueur KI67; des tests relatifs & ('augmentation des marqueurs 
d'activation et de maturation des cellules dendritiques pourraient egalement etre 
utilises. De mSme, des tests permettant l'appreciation de ('augmentation de production 

is de certaines cytokines peuvent 6galement §tre utilises. 

Selon une caracteristique de I'invention, l'oligonucleotide comprend au moins una 
sSquence nuclSotidique 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' dans laquelle T 
signifie Thymine, C Cytosine, G Guanine, et A Adenine. Cette sequence peut 6tre 5' 
20 terminate, 3' terminate ou etre entour6e par tfautres nucleotides. Elle peut etre unique 
ou repetee plusieurs fois a lldentique £ I'interieur cfun mfeme oligonucleotide 

Selon P invention, roligonucieotide ne comporte pas forc6ment de sequence 
palindromique. Malgre cette absence de sequence palindromique, un tel 
25 oligonucleotide est capable de stimuler des cellules humaines du systeme immunitalre. 

Selon une caracteristique, roligonucieotide selon I'invention est depourvu de 
dinucieotide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methyiee. La capadte des 
oligonucleotides de I'art anterieur a fetre immunostimulants a presque toujours ete 
30 interpretee comme lide a la presence de motifs CpG non methyies (Cf. notamment 
('article de Krieg et al dans Nature cfavril 1995 cite ci-dessus), cette interpretation 
etant en coherence avec I'observation selon laquelle la frequence de ce dinucieotide 
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6tart environ 4 fois plus importante dans le g6nome des bacteries que dans celui des 
vertebras. De fagon surprenante, on a maintenant trouvd que des oligonucleotides 
entferement dSpourvus de ce motif dinucteotidique 6taient cependant parfaitement 
capables de stimuler les cellules du systdme immunitaire humain. 

5 

Selon une caracteristique particulidre, ('oligonucleotide selon invention est d6pourvu 
ou appauvri en s6quence nucl6otidique capable cfinhiber les cellules du systeme 
immunitaire humain. En effet, afin tfobtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par example, ceux decrits dahs la 
10 demande WO 98/52 581 sont presents, il faut que leur effet soit supprime ou rfeduit, 
grace & la presence d'une sequence d effet immunostimulant plus prononc6, ou grdce 
d la presence d'un plus grand nombre de sequences selon ('invention. 

La prfcsente invention a 6galement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
15 moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5' GAGMTTCTTTACCTTTTAT 3' tel que mentionnS ci-dessus. Par adjuvant 
vaccinal, on entend un produit qui permet tfaccroltre ou de modifier la r6ponse du 
systfeme immunitaire (fun organisme vis a vis de I'administration (fun antig&ne. En 
particulier, il peiit s'agir rfune augmentation de la rfeponse humorale ou de la r6ponse 
20 cellulaire. 

Uaction (fun adjuvant vaccinal peut 6galement §tre, non pas une augmentation de la 
rSponse qui se produirait en Pabsence d'adjuvant, mats une orientation differente de la 
reponse produite : par exemple, orientation vers une rSponse cellulaire plutdt qu'une 
r6ponse humorale, production de certaines cytokines plutdt que (fautres, production 
25 de certains types ou sous-types d'anticorps plutdt que d'autres, stimulation de 
certaines cellules plutdt que (fautres, etc... 

L'oligonucl6otide immunostimulant de la prdsente invention peut §tre utilisfi comma 
adjuvant vaccinal quelle que soit la nature de I'antigene administrfi et quel que soit le 
30 nombre de valences utilisSes. II peut §tre le seul adjuvant utilise ou, au contraire, §tre 
un 616ment tfune combinaison adjuvante. 
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L'action adjuvants de l'oligonucleotide selon I'invention peut Stre obtenue, soit lorsqu'il 
est associe a I'antigene ou aux antigenes lors de leur administration, i.e. lorsqu'ils font 
partie de la meme composition vaccinale, soit lorsqu'il est administre separement de 
I'antigene ou des antigenes. On prefers cependant I'utiliser dans la meme composition 
5 vaccinale que I'antigene ou ies antigenes a administrer. 

L'oligonucleotide selon I'invention peut avantageusement dtre administre par toutes 
Ies voies susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinale: voie muqueuse 
ou voie systemique. 

10 L'uri des objets de I'invention est une composition vaccinale comprenant au moins un 
oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' telle que decrite ci-dessus. 

Une composition vaccinale selon I'invention peut etre destines a ('immunisation contre 
15 une seule maladie, ou destines a ('immunisation contre plusieurs maladies. II peut 
s'agir d'une composition vaccinale liquide ou lyophilisss. Elle peut comprendre, outre' 
Ies antigenes, tout ou partie des composants habituellement presents dans un vaccin : 
tampons, stabilisants, conservateurs, ... Elle peut egalement comprendre un ou 
plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de la presents invention. Elle peut 
20 egalement comprendre plusieurs adjuvants objets de la presente invention, construes 
soit par des oligonucleotides ayant tous le meme motif 

5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' mais se differenciant par Ies nucleotides en 5' et/ou 
en 3', soit par des oligonucleotides ayant des motifs 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 
3' differents, dont Ies sequences en 5' et en 3' sont identiques ou differentes. 

25 

La composition vaccinale selon I'invention peut etre destinee a une administration 
prophylactique ou a une administration therapeutique. 

La composition vaccinale selon Pinvention peut etre formulee de maniere a optimiser 
30 l'action adjuvants de l'oligonucleotide objet de I'invention. Ainsi, l'oligonucleotide peut 
etre couple a un lipide, tel que le cholesterol ; il peut etre Integra dans une emulsion 
de type huile / eau ou fbrmule sous forme de liposomes. 
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Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la pr£sente 
invention. 

5 Example 1 : 

Svnthfese des oligonucleotides 

On prepare un oligonucleotide dont la sequence est la suivante: 
5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3'. 
10 La synthase est r6alis6e au moyen d'un automate synthetiseur foumi par Applied 
Biosystems qui met en oeuvre la m6thode chimique standard au phosphoramidite et 
qui comporte £ chaque cycle une 6tape d'oxydation, qui est realisie au moyen d'une 
solution tetraethylthiuram / ac6tonitrile pour obtenir une liaison phosphorothioate. 

15 On prepare en outre, de la mime fagon, un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Get oligonucleotide est 
un t6moin n6gatif car il n'entratne nl proliferation ni augmentation de Pexpression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

20 On prepare egalement un oligonucleotide 1d(S) dont la sequence est identiftee dans la 
demande de brevet WO96/02555 et est ia suivante:5' GCATGACGTTGAGCT 3'; cet 
oligonucleotide comporte des liaisons phosphorothioates sur toute sa longueur et est 
utilise comme temoin positif. 

25 Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS 

Example 2 : 

Test de Lvmphoprolif6ration 

30 On isole des lymphocytes £ partir du sang periph&ique cf un donneur, en procedant & 
une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustes e 
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4.10° cellules / ml dans du milieu de culture AIMV additionne de Glutamine, de 
Streptomycine et de P6nlcilline. ' 

Les cellules sont distributes en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 yl t soit 
5 2.10 9 cellules par puits. On ajoute ensuite 100pl d'une solution 4pM (ou d'une solution 
0.8pM, ou encore d'une solution 0.16pM) des oligonucleotides & tester produits 6 
('example 1 (1 seul type ^oligonucleotide par puits) afin d'obtenir une concentration 
finale soit de 2 pM, soit de 0.4pM,sott de 0.08pM. 

io Aprds Incubation 3 jours d'incubation £ 37°C en atmosphere humide & 5% de C0 2l on 
ajoute de la thymidine triti6e (Amersham TRK 120) prdalablement dilute dans du 
milieu de culture , & raison de 1 pCi par puits sous 50 pi. Apr6s 7 e 8 heures 
d'incubation & I'etuve (5% C0 2 , 37°C), les plaques peuverrt fetre congelees & -80°C et 
traitees plus tard. 

is A I'aide du "Harvester", on rdcolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter GF/C 
et on realise 6 lavages en eau distiliee puis un lavage en ethano! 70% afin de 
precipiter I'ADN. 

Apres sechage des plaques, 25 pi de liquide scintillant (Microscint-40, Packard) sont 
distribu6s dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivite (rayonnements 
20 6mis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) emis par chaque 
puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur la 
figure 1, qui indique, pour chaque oligonucleotide teste I'indice de stimulation IS. 

25 Cet indice IS est calcuie de la fa?on suivante: 

IS= (CPM de I'oligonucleotide teste - CPM du contrdle milieu)/ CPM contr&le milieu. 
On remarque que ['oligonucleotide selon I'invention (3DbTT) qui ne comprend pas de 
dinucieotide CG est capable d'induire une proliferation des lymphocytes humains 
identique £ celle mesur6e pour Poligonucleotide de Tart anterieur (3Db) comprenant un 

30 dinucieotide CG. Par corttre, les resultats du contrdle negatif (A1 5) sont bien n6gatifs. 
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Exemple 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

5 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isoles d 'un donneur comme d6crit a 
I'exempie precedent, et ajustds £ 2.10® cellules/ml dans le m§me milieu de culture. 

Les lymphocytes sont ensuite incub6s dans des tubes en polypropylene de 14ml £ 
10 raison de 2ml/tube. On ajoute dans chaque puits une quantity cf oligonucleotides & 

tester prepares £ I'exempie 1 (1 oligonucleotide / tube) suffisante pour obtenir une 

concentration en oligonucleotide 2 pWL Apres 3 jours d'incubation, les cellules sont 

reparties en 3 tubes micronic £ raison de 10 e cellules par tube. Apres centrifugation, 

les cellules sont remises en suspension dans 100pl de tampon IF 
15 (ImmunoFluorescence) compose de PBS 0.1% BSA 0.01% Azide de sodium. On 

procfede ensuite au marquage des cellules en ajoutant 5 pi de chacun des anticorps 

fluoresceins suivants: 

tube 1 : CD20 PE/ CD69 FITC 
tube 2: CD20 PE/ CD25 FITC 
20 - tube 3: CD20 PE/ CD86 FITC 

Le CD20 est un marqueur des lymphocytes B. 

Le CD69 est un marqueur d'activation precoce des lymphocytes B et T. 

Le CD25 est un recepteur de I'lnterleukine 2. 

Le CD86 est une molecule de costimulation B7-2. 
25 Apres !4 heure d'incubation a 4°C; les cellules sont lavees et remises en suspension 

en tampon IF additionne de 0.5% de formol. Les cellules sont analys6es sur un 

cytofluorimetre (FACScan) en double marquage, avec une fen§tre cf6tude sur 5000 

cellules CD20+ (lymphocytes B). 

Les resutats obtenus sont iliustres sur la Figure 2 qui indique, pour chaque 
30 oligonucleotide teste, le %age de lymphocytes B exprimant Tun des marqueurs testes. 
On constate que Toligonucl6otide selon I'inverrtion nB contenant pas de motif CG est 
capable tfinduire une augmentation de I'expression de certains marqueurs d'activation 



WO 01/62909 



-10- 



PCT/FR01/00349 



( CD25, CD69, CD 85) sur les lymphoctes B identique a cede mesuree pour 
Poligonucl§otide de I'art ant6rieur comprenant un tel dinucl&otide CQ. En effet, le 
pourcentage de lymphocytes B exprimant de tels marqueurs est du m§me ordre dans 
les 2 cas. Par centre, la sequence composde de 15 A a un pourcentage de 
5 lymphocytes B actives nettement plus faible. 
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Revendications 

5 1. Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
sequence nuc!6otidique ayant la formule suivante 

5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3', dans laquelle T signifie Thymine, A Adenine, C 
Cytosine , G Guanine, et en ce qu'il est depourvu de dinucl6otide CG dans lequel 
la Cytosine C ne serait pas m6thyl6e. 

10 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 15 £ 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 
15 le motif 5' GAGAATTCTTTACCTTTTAT 3' est r6p6t6 au moins 1 fbis. 

4. Oligonucleotide selon une des revendications pr6c6dentes ( caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire la proliferation des lymphocytes B hiimains. 

20 5. Oligonucleotide selon une des revendications pr6c6dentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accrottre I'expression des marqueurs tfactivation CD25 , du 
marqueur CD86, ou du marqueur CD69 sur les lymphocytes B humains. 

6. Utilisation tfun oligonucleotide selon une des revendications pr6cedentes pour la 
25 fabrication cfun medicament 

7. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 5, pour la 
fabrication tfun immunostimulant humain. 

30 8. Utilisation tfun oligonucleotide selon une des revendications 1 d 5, pour la 
fabrication tfun adjuvant vaccinal. 
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9. Utilisation cfun oligonucleotide selon une des revendications 1i 5, pour la 
fabrication cf une composition vaccinate. 

113. Composition vaccinale d usage humain, oomprenant au moins un antigfene 
vaccinal, caract6ris6e en ce qitelle comprend en outre au moins un oligonucleotide 
selon une des revendications 1 a 5 
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3Db 3DbTT A15 



Figure 2 
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